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Identifying tissue-typical insol. protein (A) using antibodies (A6) (the 
antigens corresp. to which are tissue typical fragments of (A) ) comprises 
solubilising fragments which contain these antigens (corresp. to 
characteristic regions of (A)), then immunological determn. and 
quantification. 

(A) are cytoskeletal proteins, esp. intermediary filament proteins 
(IFP), and the fragments are the alpha-helical central region (AHCR), or 
portions of it. 

A tissue homogenate is subjected to degradation, most pref . using a 
protease, until the AHCR has been displaced from a significant proportion 
of IFP. To avoid excessive degradation, reaction is stopped when at least 
80% of the AHCR remains intact. The solubilised fraction is recovered and 
examined immunologically. Different IFP can be identified and quantified 
separately. A similar process can be applied to body fluids (blood, serum, 
cerebro-spinal fluid, urine, amniotic liquor or punctate). Detection is 
esp. by a sandwich-ELISA process, using two specific antibodies for each 
type of IFP. Quantification is based on assay of standards derived from 
purified cytoskeletal proteins or fragments. These standards are esp. 
polypeptides which are identical (or cross-reactive) with the antigenic 
fragments of IFP and prepd. by synthesis or by recombinant DNA techniques. 

USE /ADVANTAGE - Presence of (A) fragments in body fluids is 
indicative of cell lesions or other destructive processes, e.g. tumours or 
metastases, in particular types of tissue. This process is simpler and 
more generally applicable than known histological methods, and can be used 
diagnostically or to monitor the progress of treatment. 
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© Verfahren zum Identifizieren gewebstypischer, uniosiicher Cytoskelettproteine. 
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Lasionen oder anderen pathologischen Herden und Metastasen in lebenden Organismen. 


< 

in 

CO 

r% 

CD 
CM 

© 

CL 
LU 


Xerox Copy Centre 


0 267 355 


VERFAHREN ZUM IDENTIFIZIEREN GEWEBSTYPISCHER, UNLOSLICHER CYTOSKELETTPROTEINE 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Identifizieren gewebstypischer Proteine unloslicher Strukturen 
mit spezifischen Antikorpern, deren Antigene gewebstypische Abschnitte des Proteins darstellen. 

Die mit der Plasmamembran assoziierten Proteine cytoplasmatischer Plaque-Strukturen sind durch 
hohe Unloslichkeit in biochemischen Puffern ausgezeichnet; auch hier kommen Zelltyo-spezifische Haupt- 
5 proteine vor. Besonders gut untersucht ist die Zusammensetzung der Desmosomen-Plaques, deren Haupt- 
proteine Desmoglein, Plakoglobin und die Desmoplakine I und II histodiagnostisch typisch fur Epithelien 
und epitheliale Tumoren wie auch Meningen und Meningiome sind. Das Auftreten von Fragmenten dieser 
Hauptproteine in Korperflussigkeiten stellt einen geeigneten Indikator fur Zellasionen und destruktive 
Prozesse in epithelialen und meningialen Gewebetypen dar. Es ist also wunschenswert, solche Proteine zu 
io identifizieren. ' - 

Es ist bekannt, mit spezifischen Antikorpern histodiagnostisch Intermediarfilamentproteine zu identifizie- 
ren. Intermediarfilamentproteine sind Bestandteiie des Cytoskeletts und jeweils typisch fur eine Gewebe- 
klasse. Eine solche Identifizierung ermoglicht es, Intermediarfilamentproteine von Metastasen Oder 
Gewebslasionen dem Ursprungsgewebe beziehungsweise dem Primartumor zuzuordnen. 
is Histologische Untersuchungen sind umstandlich und in ihrer Anwendung beschrankt und fuhren nur 
zum Erfolg, wenn die betreffende Gewebeart in vitro identifizierbar oder fur ein* Untersuchung zuganglich 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren der eingangs genannten Art so auszugestalten, dai3 es in 
der Praxis leicht und auch vielfaltig anzuwenden ist und eine moglichst gro/te Entdeckungschance bietet. 
20 Die Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, da/J Fragmente, die das Antigen tragen und die den 
charakteristischen Abschnitten entsprechen, in Losung gebracht und dann immunologisch bestimmt und 
quantifiziert werden. 

Die gewebstypischen Proteine unloslicher . Strukturen konnen Cytoskelettproteine sein vorzugsweise 
sind es Intermediarfilamentproteine. Bei Intermediarfilamentproteinen enthalten die Fragmente die alpha- 
25 helikalen Mittelstucke oder Telle davon. Solche Fragmente werden alpha-helikale Mittelstuck- Fragmente 
genannt. Alle alpha-helikalen Mittelstuck-Fragmente die hier gemeint sind, tragen das Antigen und entspre- 
chen den oben genanntencharakteristischen Abschnitten. 

Die Erfindung macht sich dabei die folgenden Erkenntnisse aus der Zeilbiologie zunutze: 
lntermediarfilament(IF)-Proteine, die als Bestandteiie des Cytoskeletts zu den unloslichen Zellbestand- 
30 teilen gehdren, sind durch hohe Stabilttat ausgezeichnete Proteine von grofler Zelltypspezifitat. Die 
Zuordnung ergibt sich aus der nachfolgenden Tabelle I. 
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TABELLE 1 

Gewebe Intermediarfilament- 

protein 

Muskel- Desmin 

Neuronal- Neurof ilamentproteine 

(NF-L, NP-M, NF~H) 
Me s e nc hyma 1 - Vimen t i n 

Astrozyten Gliafilament 
Epithel- Cytokeratine 

Das Nacrweisverfahren geschieht mit Hilfe eines Sandwich-ELISA, der fur jeden Filament-Typ aus 
jeweils zwei spezifischen Antikorpern aufgebaut ist 

Unter anderem zum Nachweis von Metastasen ist es wunschenswert, unterschiedliche Zelltypen in 
einem Qewebe zu identifizieren. Dies kann dadurch geschehen, da/3 aus Zellgewebe ein Homogenat 
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gebildet wird, da/3 auf das Homogenat abbauend eingewirkt wird. bis aus wenigstens einem betrachtlichen 
Ted der Intermediarfilamentproteine die alphahelikalen Mittelstuckfragmente freigesetzl sind.dafl dann die 
oshche Fraktion abgetrennt wird und. dafl dann die in der loslichen Fraktion enthaltenen alpha-helikalen 
Mittelstuck-Fragmente in loslicher Phase immunologisch identifiziert werden. 

Aufgabe einer Weiterbildung ist es. iiber das Ausmafl der Metastasierung eine Aussage zu machen 
Diese Aufgabe wird dadurch gelost, dafl verschiedene Intermediarfilamentproteine eines Zellhomogenats 
identifiziert und mengenmaflig zueinander ins Verhaltnis gesetzt werden. 

Es gibt verschiedene Cytokeratine (CK NR 1 - 19), deren Expressionsmuster verschiedenen Epithelge- 
weben zugeordnet sind. Deshalb wird vorzugsweise bei Cytokeratinen die Art des jeweils zugeordneten 
> Epithelgewebes anhand der relativen Anteile der identifizierten Cytokeratine bestimmt und quantifiziert 
Auch fur diese Zuordnung liegen hinreichende Charakteristika in den alpha-helikalen Mittelstucken vor 

Urn sicherzustellen, dafl die alpha-helikalen Mittelstucke beim Abbau nicht so weit mit 2 erst6rt werden 
dafl die Identifikation behindert wird. empfiehlt es sich, dafl diese nur so weit abgebaut werden. bis sie zu 
80 bis 100 6ew lC htsprozent bei einer Temperatur von 0 - 40 Grad Celsius in physiologischer Koch- 
salzlosung loslich sind. Das geschieht durch Abstoppen der Proteaseaktivitat durch geeignete Inhibitoren 

Aus dem gleichen Grunde ist es zweckmaflig. die IF-Proleine nur so weit abzubauen dafl bei 
mindestens 80 Gewichtsprozent das alpha-helikale Mittelstuck intakt bleibt 

Bevorzugt wird dieses Verfahren angewendet auf Lymphgewebe als Wirtsgewebe, da sich Metastasen 
im allgemeinen zunachst im Lymphgewebe ansiedeln. Die IF-Proteine dienen dann als "Marker" fur das 
Ursprungsgewebe, das als Fremdgewebe. zum Beispiel als Mammagewebe. in einem Lymphknoten 
nachgewiesen wurde. 

Der teilweise Abbau kann chemisch. zum Beispiei mit Sauren oder Basen erfolgen. Der teilweise Abbau 
kann auch physikalisch, zum Beispiel durch Erhitzung oder Bestrahiung erfolgen. Vorzugsweise erfolgt der 
te.lwe.se Abbau jedoch proteolytisch, weil auf diese Weise bei den hier in Frage stehenden Proteinen der 
Abbau verhaltnismaflig leicht genau so zu dosieren ist. dafl die Mittelstucke einerseits loslich andererseits 
fur die Identifizierung hinreichend intakt er halten bleiben. 

Nach Zell-Lasion werden nicht losliche Proteine und Strukturen vielfach proteolytisch abgebaut Aus IF- 
Prote.nen erhall man nach solchen Abbaureaktionen die relativ stabilen alphahelikalen Mittelstucke die 
dann .n Korperflussigkeiten mit immunologischem Verfahren nachgewiesen und bestimmt werden konnen 
Zum Nachweis solcher Lasionen werden die in Blut. Blutserum, Cerebrospinalliquor, Urin. Fruchtwasser' 
Punktaten oder anderen Korperflussigkeiten loslich enthaltenen alpha-helikalen Mittelstuck-Fragmente 
immunologisch identifiziert. 

In Korperflussigkeiten konnen Intermediarfilamentproteine in unloslicher Form untermischt sein Damit 
diese auch bei serologischen Untersuchungen mit in Betracht gezogen werden. wird auf die in Blut 
Blutserum.Cerebrospinalliquor, Urin. Fruchtwasser. Punktaten oder anderen Korperflussigkeiten enthaltenen 
Proteine abbauend eingewirkt. bis aus wenigstens einem betrachtlichen Teil der eventuell darin vorhande- 
nen. unloslichen Cytoskelettproteine jeweils alpha-helikale Mittelstuck-Fragemente freigesetzt sind dann die 
losliche Fraktion abgetrennt und dann werden die in der loslichen Fraktion enthaltenen alpha-helikalen 
Mittelstuck-Fragmente immunologisch identifiziert. 

Die Erfindung gestattet es, die Ergebnisse der Bestimmung und Quantifizierung unverzuglich nach 
tntnahme der Korperflussigkeit zu ermitteln. Das ist ein besonderer Vorteil. 

Die Erfindung gestattet es weiter. den Verlauf pathologischer oder therapeutischer Prozesse - beispiels- 
weise Bestrahiung. Chemotherapie - zu kontrollieren, bei denen Gewebe zerstort wird, indem zur Verlaufs- 
kontrolle e.ner gewebeladierenden Behandlung die Entnahme der Korperflussigkeit und die Bestimmung 
und Quanhfizierung mehrfach zeitlich nacheinander wahrend der ladierenden Behandlung und/oder danach 
erfolgt. 

Die zur Quantifizierung erforderliche Standardisierung erfolgt zweckmaflig anhand eines definierten 
Standards, wobei der Standard aus den gereinigten Cytoskelettproteinen oder Fragmenten davon gebildet 

Vorzugsweise dienen dazu als Standardmaterial Polypeptide, die mit den das Antigen bildenden Ab- 
schnitten der Cytoskelettproteine identisch sind oder kreuzreagieren und synthetisch oder durch Expression 
von synthetischer oder rekombinierter DNS in Prokaryonten oder Hefe hergestellt sind. 

Die Erfindung wird nun anhand einiger Beispiele naher erlautert. 
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BEISP1EL 1 

Nachweis von Metastasen in Lymphgewebe 

a) Es wird zunachst das Feuchtgewicht des Lymphknotengewebes ermittelt. Das Gewebe wird tm 
dreifachen Volumen - bezogen auf das Feuchtgewicht einer phosphatgepufferten Kochsalzlosung (10 mM 
(millimolar) Natriumphosphat pH 7,4, 150 mM Natrumchlorid) mit Hiife eines Messerhomogenisators bis zur 
breiartigen Konsistenz zerkleinert (es wird der Einsatz eines Polytron-Homogenisators der Firma Kinema- 
tica, Luzern /Schweiz empfohien). Dern Gewebebrei wird Chymotrypsin im Verhaltnis 1:1000 (berechnet auf 
das Feuchtgewicht des Gewebes) zugesetzt Es folgt ein inkubationsschritt bei 30°C (Grad Celsius) 
(vorzugsweise im Thermoblock, eventuell im Wasserbad), der nach 60 Minuten abgestoppt wird. Das 
Abstoppen der Enzymaktivitat geschieht durch Zusatz von 5mM NCDC (2-Nitro-4-carboxyphenyl-N-N- 
diphenylcarbamat). Anschlie/Jend wird das Homogenat 30 Minuten bei 10* g (g = 

Gravitationskonstante) ^ zentrifugiert. Unter diesen Bedingungen werden 80 bis 95 Gewichtsprozent der 
alpha-helikalen Mittelstucke in noch identifizierbarem Zustand aus den !F-Proteinen freigesetzt. 


b) Ermittlung des Vimentingehaltes und Bestimmung des Vimentingehaites 

Im zentrifugierten Uberstand wird Vimentin immunologisch durch einen Sandwich-ELISA bestimmt. 
Hierzu dient ein erster monoklonaler Antikorper GP-8 der sogenannte Fanger-Antikdrper der gegen ein 
erstes Epitop des alpha-helikalen Mittelstuckes gerichtet ist, und ein zweiter monoklonaler Antikorper V-100, 
der sogenannte Detektor-Antikorper, der gegen ein zweites Epitop des alpha-helikalen Mittelstuckes, das 
vom ersten Epitop unabhangig und verschieden ist, gerichtet ist. Der Antikorper V - 100 ist mit Peroxidase 
ge koppelt und wird bei der Bindung an das alpha-helikale Mittelstuck uber die Enzymaktivitat der 
Peroxidase nachgewiesen. Zur Standardisierung wird bekanntes, gereinigstes alpha-helikales Vimentin- 
Fragment dem gleichen Sandwich-ELISA mit den gleichen Antikorpern unterworfen. Der so erhaltene 
Vimentinwert dient dann als Bezugsgro/te fur die quantitative Auswirkung der Messergebnisse. 

c) Ermittlung der Cytokeratine und Bestimmung der Cytokeratingehalte 

Im zentrifugierten Uberstand werden die vorhandenen Cytokeratine immunologisch durch einen 
Sandwich-ELISA bestimmt Hierzu dient ein erster monoklonaler Antikorper PAN-CI, der sogenannte 
Fanger-Antikorper, der gegen ein erstes Epitop aller Cytokeratine gerichtet ist. Es sind 19 monoklonale 
Antikorper C-401 bis C-419 vorgesehen, sogenannte 

Detektorantikorper, die einzetn spezifisch den einzelnen 19 bekannten Cytokeratinen zugeordnet sind. Die 
Detektorantikorper sind enzymatisch markiert wie die Detektorantikorper V-100. Der Nachweis und Standar- 
disierung erfolgt entsprechend wie unter b) jedoch immer bezogen auf das spezielle der 19 moglichen 
Cytokeratine, so da/3 man den relativen Anteil der einzelnen Cytokeratine berechnen kann. 

Wenn nur die Cytokeratine Nr. 5, Nr. 7, Nr. 8, Nr. 14, Nr. 17 und Nr. 19 mit hinreichendem Anteil und 
gegebenenfalls zusatzlich die Cytokeratine Nr. 15 und Nr. 18 nachgewiesen werden, dann laflt das auf eine 
Metastase eines Mamma-Tumors schlieflen. 


BEISPIEL 2 

Genauere Identifizierung einer Metastase fur den Fall einer nach Beispiel 1 gefundenen Mammametastase 

Im Falle, dafl aufgrund der Untersuchung nach Beispiel 1 b) und c) im axillaren Lymphknoten 
Mammametastasen nachgewiesen wurden, wird der Rezeptor-Gehalt fur Ostrogen und Progesteron im 
Homogenat aus Absatz a) Beispiel 1 bestimmt. Diese Rezeptor-Gehaltsbestimmung wird auf den nach 
Absatz c) Beispiel 1 gewonnen Gehalt an alpha-helikalem Cytokeratin Fragmenten bezogen. Die gewonnene 
Bezugsgrofle ist ein Ma/? fur den Anteil derjenigen Metastasenzeilen, die mit dem betreffenden Hormonre- 
zeptor ausgestattet sind. Eine solche Bezugsgr6/3e konnte bislang mit bekannten Mitteln nicht gewonnen 
werden; sie ist ein Ma/) fur die zweckmaflig einzusetzende Chemotherapie. 
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BEiSPIEL 3 

Nachweis von Metastasen in Beckenkammbiopsien 

Wie Beispiel 1 mit dem einzigen Unterschied, dafl ansteile des Lymphknotengewebes Beckenkam 
biopsien eingesetzt wird. 


BEISPIEL 4 

Nachweis von Metastasen in Sternumpunktaten 

Wie Beispiel 1 mit dem einzigen Unterschied, daB ansteile des Lymphknotengewebes Sternumpunktate 
eingesetzt wird. 


20 
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BEISPIEL 5 

Nachweis von Lasionen im Epitheigewebe zur Differentialdiagnostik 

in 1 ml (Milliliter) Serum von Patientenblut werden die vorhandenen Cytokeratine immunologisch durch 
einen Sandwich-ELISA bestimmt. Hierzu dient ein erster monoklonaler Antikorper PAN-CI. der sogenannte 
Fanger-Antikorper, der gegen ein erstes Epitop, das in alien im Serum vorhandenen Cytokeratinfragment- 
komplexen vorkommt, gerichtet ist. Es sind weitere monoklonale Antikorper C-401 bis C-419 vorgese hen, 
sogenannte Detektor-Antikorper, die einzeln gegen zweite Epitope gerichtet sind. die spezifisch den 
einzelnen bekannten 19 Cytokeratinen zugeordnet sind. Das zweite Epitop ist jeweils vom ersten Epitop 
unabhangig und verschieden. Die Detektor-Antikorper sind enzymatisch markiert mit Peroxidase. • 

Zur Standardisierung wird das gereinigte alpha-heiikale Mittelstuck der 19 verschiedenen Cytokeratine 
dem gleichen Sandwich-ELISA mit den gleichen Antikorpern unterworfen. Die so erhaltenen 19 ver- 
so schiedenen Cytokeratinwerte dienen dann als Bezugsgroflen fur die quantitative Auswertung der 
Meflergebnisse. 

Auf diese Weise ermittelt man den relativen Anteil der einzelnen Cytokeratine. Das la/St eine genaue 
Spezifizierung des ladierten Epithelgewebes zu und Ruckschlusse auf das Ausma/i der Ladierung. 

Wenn so nur die Cytokeratine 8 und 18 nachgewiesen werden, lam das auf eine Lasion von 
Hepatozyten, Nierenepithel beziehungsweise von Acini des Pankreas und der von diesen Zelltypen 
abgeleiteten Tumoren schlieflen und macht andere Gewebe als Ort der Lasion unwahrscheinlich. 


05 


BEISPIEL 6 

40 

Nachweis von Lasionen im inneren Epithelialbereich 

Wie Beispiel 5, jedoch mit der Beschrankung auf den Fanger-Antikorper PAN-CI und diejenigen 
Detektor-Antikorper C-408, D-418 und C-419, die den Cytokeratinen Nr. 8, Nr. 18 und Nr. 19 zugeordnet 
45 sind. Wenn die Cytokeratine Nr. 8, Nr. 18 und Nr. 19 mit hinreichenden Anteilen nachgewiesen werden, la/Jt 
das auf eine Lasion im Epithelialbereich des Darmtraktes schlie/Jen und lafit andere Organe ais Ort der 
Lasion unwahr scheinlich erscheinen. 


so BEISPIEL 7 

Fruhdiagnostik bei Verdacht auf Neuralrohrdefekte wahrend der Schwangerschaft 

10 mi Fruchtwasserpunktat wird zentrifugiert. Das Sediment wird im 3fachen Volumen, bezogen auf das 
55 Feuchtgewicht, einer phosphatgepufferten Kochsalzlosung ( 10 mM (millimolar) Natriumphosphat pH 7,4 
150 mM Natriumchlorid) mit Hilfe eines Messerhomogenisators bis zur breiartigen Konsistenz zerkleinert 
Dem Homogenat wird Chymotrypsin im Verhaltnis 1 : 1000, berechnet auf das Feuchtgewicht des 
Gewebes. zugesetzt. Es folgt ein Inkubationsschritt bei 30° C im Wasserbad, der nach 60 Minuten 
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abgestoppt wird. Das Abstoppen der Enzymaktivitat geschieht durch Zusatz von 5 mM 2-Nitn>4- 
Carboxyphenyl-N-N-Diphenylcarbamat (NCDC). Anschlieflend wird das Homogenat 30 Minuten bei 10 4 g (g 
= Gravitationskonstante) zentrifugiert. 

Unter diesen Bedingungen werden 80 bis 95 Gewichtsprozent der alpha-helikalen Mittelstucke in noch 
identifizierbarem Zustand aus den !F-Proteinen des Homogenats freigesetzt. 

Die beiden gewonnenen, zentrifugierten Uberstande werden gesondert, jeder fur sich, immunologisch 
auf ihren Gehalt an Neurofilament-und Gliafilamentprotein mit einem Sandwich-ELISA untersucht Hierzu 
dient fur die beiden Rlamenttypen je ein erster monoklonaler Antikorper NF-8 beziehungsweise GL-8, der 
sogenannte Fanger-Antikorper, der gegen ein jeweils erstes Epitop des alpha-helikalen Mittelstuckes der 
Filarnentproteine gerichtet ist. AuBerdem dient dazu jeweils ein zweiter monoklonaler Antikorper NF-100 
beziehungsweise GL-100, der sogenannte Detektor-Antikorper, der gegen ein zweites Epitop des alphaheli- 
kalen Mittelstucks des zugeord neten Filaments gerichtet ist. Das zweite Epitop ist von dem ersten Epitop 
unabhangig und verschieden. 

Die Detektor-Antikorper NF-100 beziehungsweise GL-100 sind mit Peroxidase gekoppelt und werden 
bei der Bindung an das alpha-heiikale Mittelstuck uber die Enzymaktiviat der Peroxidase nachgewiesen. Die 
Standardisierung erfolgt entsprechend wie im Beispiel 5 angegeben. 

Das Auftreten von Glia-beziehungsweise Neurofilamentfragmenten in Fruchtwasserproben weist auf 
Neuralrohrdefekte hin und liefert so einen wesentlich verlafliicheren und schnelleren pranataldiagnostischen 
Test als bisher benutzte bekannte Methoden. 

BEISPIEL 8 bis 10 

Wie Beispiel 5 bis 7, wobei jedoch statt den einzelnen Cytokeratinen einzeln zugeordnete Fanger- 
Antikorper solche Fanger-Antikorper eingesetzt werden, die in Kombination die einzelnen Cytokeratine 
erkennen. Zum Beispiel die Kombination C-501 und C-504 erkennt das Cytokeratin Nr. X, die Kombination 
C-501 und C-503 erkennt das Cytokeratin (X+1). 

BEISPIEL 11 bis 20 

Wie Beispiel 1 bis 10 mit dem einzigen Unterschied, da/3 als Standardmaterial fur die Standardisierung 
Peptide dienen, die mit den das Antigen bildenden Abschnitten aus dem alphahelikalen Mitelstuck identisch 
sind und die, ausgehend von cDNS-Sequenzdaten als Quelle fur bestimmte Konstrukte und Deletionskon- 
strukte gentechnologisch gewonnen sind. 


Anspruche 

1. Verfahren zum Identifizieren gewebstypischer Proteine unloslicher Strukturen mit spezifischen 
Antikorpern, deren Antigene gewebstypische Abschnitte des Proteins darstellen, dadurch gekennzeichnet, 

da/3 Fragmente, die das Antigen tragen und die den charakteristischen Abschnitten entsprechen, in 
Losung gebracht und dann immunologisch bestimmt und quantifiziert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
da/3 die gewebstypischen Proteine Cytoskelettproteine sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 

daO die Cytoskelettprotei.ne intermediarfilamentproteine sind und 

da/3 die Fragmente deren alpha-helikale Mittelstucke oder Teile dieser Mittelstucke enthalten. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 aus Zellgewebe ein Homogenat gebildet wird, 

da/3 auf das Homogenat abbauend eingewirkt wird, bis aus wenigstens einem betrachtlichen Teil der 
Intermediarfilamentproteine die alpha-helikalen Mittelstuckfragmente freigesetzt sind, 
da/3 dann die losliche Fraktion abgetrennt wird und, 

da/3 dann die in der loslichen Fraktion enthaltenen alpha-helikalen Mittelstuck-Fragmente in loslicher 
Phase immunologisch identifiziert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 

da/3 verschiedene Intermediarfilamentproteine eines Zellhomogenats identifiziert und mengenmaflig 
zueinander ins Verhaltnis gesetzt werden. 
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6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 

da/3 die in Blut. Blutserum, Cerebrospinalliquor, Urin, Fruchtwasser, Punktaten oder anderen 
Korperflussigkeiten loslich enthaltenen alpha-helikalen Mittelstuck-Fragmente immunologisch identifiziert 

5 7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dafl auf die in Blut. Blutserum, Cerebrospinalliquor, Urin, Fruchtwasser, Punktaten oder anderen 
Korperflussigkeiten enthaltenen Proteine abbauend eingewirkt wird. bis aus wenigstens einem 
, betrachtlichen Toil der eventuell darin vorhandenen, unloslichen Cytoskelettproteine jeweils alphahelikale 

Mitteistuck-Fragemente freigesetzt sind, 
io da/J dann die losliche Fraktion abgetrennt wird und 

da* dann die in der loslichen Fraktion enthaltenen alpha-helikalen Mittelstuck-Fragmente immunoloqisch 
identifiziert werden. w 

8. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 

da/) die Quantisation anhand eines definierten Standards erfolgt, wobei der Standard aus den 
is geremigten Cytoskelettproteine n oder Fragmenten davon gebildet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 

da/3 als Standardmaterial Polypeptide dienen, die mit den das Antigen bildenden Abschnitten der 
Cytoskelettproteine identisch sind oder kreuzreagieren und synthetisch oder durch Expression von synthetic 
scher oder rekombinierter DNS in Prokaryonten oder Hefe hergestellt sind 

20 


25 


30 


35 


40 


45 


k 50 


55 


7 


J 


Europaisches 
Patentamt 


EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT »™™**<*™*™<> 


EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 


Kennzeichnung des Dokuments mit Angabe, soweit erforderlich, 
der maBgeblichen Telle 


£P - A2 - 0 163 304 (SLOAN- 
KETTERING INSTITUTE FOR CANCER 
RESEARCH) 

* Gesamt; insbesondere An- 
sp ruche 5,10,11 * 


CHEMICAL ABSTRACTS, Band 101, Nr. 
5, 30. Juli 1984, Columbus, Ohio, 
USA 

DANTO, SPENCER I. et al. 
"Immunocy tochemical analysis of 
intermediate filaments in embryo- 
nic cells with monoclonal anti- 
bodies to desmin" 
Seite 395, Spalte 2, Zusammen- 
fassung-Nr. 37 046z 

& J . Cell .Biol . 1984, Band 98, Nr. 
6, Seiten 2179-2191 


CHEMICAL ABSTRACTS, Band 96, Nr. 
1, 4. Janner 1982, Columbus, Ohio, 
USA 

GABBIANI, GI-ULIO et al. 
"Immunochemical identification 
of intermediate-sized filaments in 
human neoplastic cells. A diagnosti 
aid for the surgical pathologist." 
Seite 286, Spalte 2, Zusammen- 
fassung-Nr. 3 170y 

& Am. J, Pathol. 1981, Band 104, Nr. 
3, Seiten 206-216 


Betnfrt 
Anspruch 


1-3,5 


1-3,5 


1-3,5 


Oer vorhegande ReeherchenBencht wurde fiir alio Patentanapruche efstallt. 


Recherchenort 

WIEN 


AbschluBdaium der Recherche 

09-12-1987 


EP 87104557.1 


KLASSIFIKATION OEfl 
ANMELDUNG (Int CM) 


G 01 N 33/68 
G 01 N 33/577 


RECH6RCHIERT6 
SACHGEBIETE (Int. CM) 


G 01 N 33/00 
C 12 N 5/00 


Prufer 

SCHNASS 


x 

Y 

A 
0 
P 
T 


KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTEN 
von besonderer Bedeutung allein betrachtet 
von besonderer Bedeutung in Verbindung miteiner 
anderen Veroffentlichung derselben Kategorie 
technologischer Hintergrund 
nichtschriftliche Offenbarung 
Zwischenliteratur 

der Erfindung zugrunde liegende Theorien oder GrundsStze 


E : alteres Patentdokument, das jedoch erst am oder 
nach dem Anmeldedatum veroff entlicht worden ist 

0 : in der Anmeldung angefuhrtes Dokument ■ 

1 : aus andern Grunden angefuhrtes Dokument 


Mitglied der gleichen Patentfamilie. uberein- 
stimmendes Dokument 


